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Оцінювали вплив Lys-плазміногену на секрецію α-гранул тромбоцитів. Як маркер екзоцитозу ви-
користовували Р-селектин, рівень експонування якого на плазматичній мембрані відмитих тром-
боцитів людини визначали із застосуванням протокової цитофлуориметрії. Встановлено, що 
Lys-плазміноген викликає неповне вивільнення вмісту α-гранул, однак пригнічує тромбініндуковану 
секрецію тромбоцитів. Його ефекти на секреторні процеси у тромбоцитах не пов’язані з утворен-
ням активної протеїнази плазміну, а, вірогідно, реалізуються завдяки взаємодіям некаталітичних 
(кринглових) доменів молекули з мембранними рецепторами. На відміну від Lys-форми, нативний 
проензим (Glu-плазміноген) не викликав змін секреторної активності тромбоцитів. Отже, вперше 
продемонстровано здатність Lys-плазміногену модулювати секрецію α-гранул тромбоцитів, що 
може розглядатися як один з можливих механізмів реалізації його антиагрегативної активності.
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ВСТУП
Плазміноген/плазмінова система відіграє 
ключову роль у руйнуванні фібринових 
згустків та підтриманні гемостатичного 
балансу крові. Припускається, що протеїни, 
які входять до складу цієї системи, також 
лімітують надмірне тромбоутворення, ре-
гулюючи клітинну ланку гемостазу [1, 2]. 
Нативна форма молекули (Glu-плазміноген) 
є неактивним попередником ключової про-
теїнази фібринолітичної системи плазміну 
(EC 3.4.21.7). Крім того, обмежений проте-
оліз Glu-плазміногену призводить до появи 
низки фрагментованих молекул, які здатні 
виконувати самостійні фізіологічні функції. 
Так, у результаті гідролізу плазміном пептид-
ного зв’язку Lys77-Lys78 (рідше Lys78-Val79, 
Arg68-Мet69) та відщеплення фінгер-домену 
Glu-плазміноген перетворюється на частко-
во деградовану форму – Lys-плазміноген, 
що має більш відкриту конформацією. Він 
характеризується більш високою швидкістю 
активації та спорідненістю до фібрину і мем-
бранних рецепторів порівняно з нативним 
плазміногеном [3]. Наявність структурно-
конформаційних особливостей Lys-плазмі-
ногену може зумовлювати унікальні функції 
цього протеїну, які не притаманні вихідній 
молекулі. 
Питання щодо механізмів утворення 
Lys-плазміногену в організмі, а також його 
фізіологічної ролі, досліджені недостатньо. 
Доведено принципову можливість його ут-
ворення з нативного проензиму на поверхні 
деяких клітин крові, зокрема тромбоцитів 
[4, 5]. Як відомо, тромбоцитарна плазма-
тична мембрана містить сайти зв’язування 
для плазміногену і протеїназ-активаторів. 
Кількість плазміногенових «рецепторів», 
які експонуються на поверхні тромбоцитів, 
значно зростає в результаті їх активації [6, 7]. 
Потенційна роль Lys-плазміногену у регуля-
ції функціональної активності тромбоцитів 
досліджено недостатньо. Наші попередні 
експериментальні дані демонструють, що 
Lys-, на відміну від Glu-плазміногену, при-
гнічує агрегацію відмитих тромбоцитів лю-
ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 6 27
дини, індуковану тромбіном або колагеном 
[8]. Крім того, Lys-плазміноген інгібував 
адекватну реконструкцію актинового цито-
скелета тромбоцитів за умов дії активаторів 
[9]. Відомо, що цитоскелетні структури 
контролюють цілу низку процесів у тром-
боцитах, зокрема секрецію їх α-гранул [10]. 
Під час секреції тромбоцити вивільняють 
компоненти α-гранул, а саме: фактор V, фі-
бриноген, вітронектин, тромбоспондин тощо. 
Секреція є ключовим етапом, необхідним для 
подальшої активації тромбоцитів та індукції 
вторинної (незворотної) хвилі агрегації. Крім 
того, речовини, що містяться у складі цих 
гранул, зумовлюють участь тромбоцитів не 
лише у процесах згортання, але й у регуляції 
ними функціонування інших клітин крові та 
ендотеліоцитів [11]. Як відомо, у результаті 
агоністіндукованої активації тромбоцитів, що 
супроводжується екзоцитозом їх α-гранул, 
відбувається експонування глікопротеїну 
Р-селектину (CD62) на поверхні плазматич-
ної мембрани. Тому цей протеїн використо-
вується як чутливий і специфічний маркер 
активованого стану тромбоцитів, а його 
детекція методом протокової цитофлуориме-
трії застосовується для оцінки впливу різних 
речовин на їх функціональний стан in vitro 
та in vivo [12].
Метою нашого дослідження було оцінити 
вплив Lys-плазміногену на секрецію α-гранул 
тромбоцитів за змінами експонування Р-се-
лектину на їх поверхні.
МЕТОДИКА
Для отримання тромбоцитів плазму відбира-
ли з венозної крові восьми здорових донорів, 
які протягом двох тижнів не вживали жодних 
антитромботичних препаратів, використо-
вуючи цитратний буфер як антикоагулянт. 
Відмивку тромбоцитів від протеїнів плазми 
проводили поетапним центрифугуванням 
крові за методикою, описаною раніше [9]. 
Агрегометричні показники визначали 
для перевірки життєздатності тромбоцитів 
та адекватності клітинної відповіді на дію 
агоніста за допомогою оптичного агрегоме-
тра «SOLAR AT-02» (Республіка Білорусь) з 
використанням пакета програм «Агрегометр 
2.01» не пізніше трьох годин з моменту 
забору крові. Для активації тромбоцитів 
використовували тромбін («Sigma Aldrich», 
США) у концентрації 1,0 од.NIH/мл. Glu- і 
Lys-форми плазміногену були отримані від-
повідно до описаних методик [13] та не про-
являли спонтанної протеїназної активності. 
Досліджувані протеїни застосовували в усіх 
експериментах у концентрації 1,2 мкмоль/л, 
яка була обрана на основі отриманих раніше 
результатів [8, 9]. Інгібітор серинових про-
теїназ апротинін (Контривен©, «Біофарма», 
Україна) додавали у концентраціях 5 IU/мл 
або 50 IU/мл [14].
Вплив різних форм плазміногену на се-
креторну активність тромбоцитів оцінювали 
методом протокової цитофлуориметрії, виз-
начаючи рівень експонування Р-селектину 
на поверхні їх плазматичної мембрани. Для 
проведення дослідження відбирали відмиті 
клітини з їх концентрату у кількості 2,5 млн. 
та переносили до 100 мкл HEPES-буфера. 
Було сформовано експериментальну модель, 
що складалася з таких груп тромбоцитів: 
контроль (інтактні клітини); інкубація з Glu- 
або Lys-плазміногеном (час експозиції – 3 
хв.); інкубація з тромбіном (5 хв.); обробка 
тромбіном (5 хв.) після попередньої інкубації 
з Glu- або Lys-плазміногеном (3 хв.). Окремо 
досліджували ефекти Lys-плазміногену на 
секрецію тромбоцитів за наявності інгібітора 
серинових протеїназ апротиніну. Для цього 
його додавали до інкубаційного середовища 
у зазначених вище концентраціях та витри-
мували 1 хв перед внесенням протеїну до 
суспензії клітин.
Усі процедури, пов’язані з інкубацією 
тромбоцитів, виконували при 22-25 оС для 
уникнення їх гіперактивації. Відразу після 
завершення інкубації до тромбоцитів, об-
роблених досліджуваними молекулами, а 
також до проб інтактних клітин вносили 20 
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мкл антитіл до Р-селектину, кон’югованих 
з фікоеритрином (РЕ) («Acris Antibodies, 
Inc.», Сан-Дієго, США). Інкубацію з ан-
титілами проводили протягом 30 хв. за 
кімнатної температури у темряві. Реакцію 
зупиняли розведенням суміші, додаючи 1,5 
мл 0,05 моль/л натрій-фосфатного буфера 
(рН 7,4), що містив 0,13 моль/л хлориду 
натрію. Усі процедури з використанням ан-
титіл виконувалися згідно з рекомендаціями 
виробника.
Експонування Р-селектину на поверхні 
тромбоцитів аналізували методом протоко-
вої цитофлуориметрії на приладі COULTER 
EPICS XL («Beckman Coulter», США), який 
оснащено аргоновим лазером (λзбудж. = 488 
нм). Кількісну оцінку цього показника про-
водили з використанням двох показників: 
1) відсоток Р-селектинпозитивних клітин 
від їх загальної кількості, 2) інтенсивність 
флуоресценції, детекцію котрої здійснювали 
за каналом FL3 (620-630 нм). Для сортінгу 
тромбоцитів попередньо встановлювали 
відповідні гейти (гейт 1 – популяція Р-се-
лектиннегативних клітин, гейт 2 – популя-
ція Р-селектинпозитивних клітин). Зміни 
сигналу флуоресценції визначали за зсувом 
її кривих відносно маркера (М), який вста-
новлено за цим показником для контрольної 
групи, та виражали в умовних одиницях, які 
являли собою десятковий логарифм величин 
за шкалою Log FL3. Було проаналізовано не 
менше 10 тис. подій у кожному зразку. Ци-
тометричні показники у кожній групі клітин 
вимірювали у двох паралелях, розраховую-
чи потім середні для відповідних величин, 
отриманих від усіх донорів (n = 8). Графіч-
не зображення результатів отримували за 
допомогою програми FCS Express V3 («De 
Novo Software», США), числові характери-
стики представлені як середні значення ± 
стандартна похибка середньої. Статистичну 
обробку результатів проводили із викори-
станням критерію t Стьюдента, різницю 
між середніми значеннями у різних групах 
вважали вірогідною при P < 0,05.
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
У представленій роботі вперше продемон-
стровано вплив Lys-форми плазміногену 
на секреторну активність тромбоцитів та 
можливість модуляції цим протеїном тром-
бініндукованого екзоцитозу. За результатами 
цитометричного аналізу, частка Р-селектин-
позитивних клітин у препаратах інтактних 
тромбоцитів (контроль) становила 48±4,6 % 
від їх загальної кількості (рис. 1). Кількість 
спонтанно активованих тромбоцитів зале-
жить від способу їх отримання та варіює від 
50 до 92 % [15], тому отримані за нашою 
методикою клітини були придатні для по-
дальшої роботи з ними. При інкубації тром-
боцитів з тромбіном активується переважна 
більшість клітин, на що вказує практично 
повний їх перерозподіл до популяції Р-се-
лектинпозитивних тромбоцитів (97±2,3 %, 
Р < 0,05 порівняно з контролем). Вплив Lys-
плазміногену призводить до незначного, але 
статистично вірогідного, зростання пулу 
тромбоцитів, що презентують Р-селектин 
(78±2,1 %). Останнє спостереження свідчить 
про те, що порівняно з дією тромбіну, вплив 
Lys-плазміногену викликає лише часткове 
вивільнення α-гранул. Важливий результат 
отримано на клітинах, котрі активували тром-
біном після преінкубації з Lys-плазміноге-
ном. Виявлено меншу кількість тромбоцитів 
у популяції, яка обмежена гейтом 2 порівняно 
з клітинами, обробленими лише тромбіном 
(85±1,6 %, P < 0,05). 
Зміни між значеннями інтенсивності сиг-
налу флуоресценції інтактних та інкубованих 
з досліджуваними протеїнами тромбоцитів 
мали тенденцію, аналогічну тій, що проде-
монстровано відносно кількісного перероз-
поділу клітин (рис. 2). У разі з тромбоцитами, 
інкубованими з тромбіном, спостерігається 
істотний зсув піку кривої флуоресценції 
праворуч, що відповідає підсиленню сигналу 
флуоресценції у 13,8 разів порівняно з таким 
показником для інтактних клітин (P < 0,05). 
Інтенсивність флуоресценції популяції у 
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гейті 2 за умов впливу Lys-плазміногену пе-
ревищувала контрольні значення приблизно 
втричі (P < 0,05). Lys-плазміноген частково 
пригнічував тромбініндуковану секрецію 
α-гранул, про що свідчить дворазове змен-
шення флуоресцентного сигналу порівняно 
з цим показником у клітин за ізольованої дії 
агоністу (P < 0,05). 
На відміну від Lys-форми, нативний 
про ензим (Glu-плазміноген) не викликав 
статистично вірогідних змін секреторної ак-
тивності тромбоцитів як у результаті його ізо-
льованої дії, так і за умов тромбініндукованої 
активації (див. рис. 1 і 2). Отримані результа ти 
збігаються з попередніми, які свідчать, що 
на тивна форма плазміногену не впливає на 
стан актинового цитоскелета тромбоцитів і 
не змінює їх агрегативну активність [9].
Відомо, що перетворення плазміногену на 
активну протеїназу на поверхні тромбоцитів, 
як це показано, зокрема, у пацієнтів зі штуч-
ним серцево-легеневим кровообігом, є фак-
тором ризику виникнення гіперагрегативного 
стану та тромбоемболії судин. Показано [16], 
що плазмін у кількості 0,8 CU/мл індукував 
секрецію та агрегацію відмитих тромбоцитів, 
які пригнічувалися за наявності 50 IU/мл 
апротиніну, що вказує на провідну роль у цих 
процесах протеїназної активності плазміну. 
Виявилося, що він здатний активувати тром-
боцити через розщеплення рецептора PAR-4 
[17]. Однак інкубація тромбоцитів за наявно-
сті плазміну, який було взято у меншій кон-
центрації (0,2 CU/мл), призвела до практично 
повного пригнічення агрегації. При цьому 
плазмін інгібував внутрішньоклітинні про-
цеси, індуковані тромбіном, а саме: рилізинг 
серотоніну та зростання вмісту цитозольного 
Са2+ [14]. Результати дослідження Shigeta та 
співавт. [16] демонструють, що плазміноген 
здатний інгібувати плізмініндуковану актива-
цію та секрецію тромбоцитів, однак повного 
їх інгібування не спостерігається навіть за 
наявності зимогену у кількості, що у чоти-
Рис. 1. Вплив Lys- (1,2 мкмоль/л) та Glu-форм плазміногену (1,2 мкмоль/л) на експонування Р-селектину відмитими 
тромбоцитами людини (популяції Р-селектинпозитивних тромбоцитів на гістограмах обмежені гейтом 2)
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тромбоцитів. Отже, наступне питання, яке 
підлягало експериментальній перевірці у 
нашій роботі, стосувалося можливої участі 
активного центру плазміну, який міг утвори-
тися з проензиму на поверхні тромбоцитів, 
до змін їх секреторної активності. Проведені 
цитометричні дослідження свідчать про те, 
що апротинін не впливає на зміни кількості 
ри рази перевищує концентрацію ензиму. 
Протилежний характер ефектів плазміну на 
функціональний стан тромбоцитів указує на 
існування множинних шляхів проведення 
сигналу до середини клітини, на які можуть 
впливати плазміноген/плазмін. Очевидно, що 
різні структурно-функціональні частини цих 
протеїнів визначають специфіку відповіді 
Рис. 2. Ефекти Lys- та Glu-форм плазміногену на інтенсивність флуоресценції за каналом FL3, яка характеризує зв’язування 
антитіл проти Р-селектину, кон’югованих з фікоеритрином, з відмитими тромбоцитами людини: а – репрезентативні 
гістограми піків флуоресценції; б – результати кількісного аналізу інтенсивності сигналу. 
* P < 0,05 порівняно з контролем, ** порівняно з клітинами, обробленими тромбіном








ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 6 31
Р-селектинпозитивних клітин та сигналу 
флуоресценції, індуковані Lys-плазміно-
геном (рис. 3). Отже, отримані результати 
дають змогу припустити, що за створених 
експериментальних умов вплив Lys-плаз-
міногену на секреторні механізми тромбо-
цитів не пов’язаний з появою протеїназної 
активності, а, вірогідно, опосередковуєть-
ся його некаталітичними (крингловими) 
доменами.
Питання щодо механізмів утворення 
Lys-плазміногену клітинами та можливого 
фізіологічного значення цієї молекули зали-
шаються дискутивними. За допомогою ан-
титіл, специфічних до Lys-плазміногену, цю 
форму проензиму вперше виявили у плазмі 
крові пацієнтів під час тромболітичної терапії 
[18]. Пізніше було доведено, що генерація 
Lys-плазміногену відбувається локально, 
тому він не циркулює у системному крово-
тоці здорових донорів. Його було визначено 
імуногістохімічно на поверхні макрофагів 
в осередках запалення [19], а також на по-
верхні ендотеліоцитів судин різних органів 
як у нормі, так і під час хронічних запальних 
процесів [20]. Досліджено механізм перице-
люлярної активації плазміногену на поверхні 
моноцитів [5] та ендотеліоцитів [4]. Автори 
підкреслюють важливість того, що генерація 
Lys-плазміногену забезпечує високу ефек-
тивність примембранної активації зимогену 
з утворенням плазміну. Важливе припущен-
ня, яке було висунуто на підставі отриманих 
ними результатів, стосується можливості 
регуляції кількості Lys-плазміноген, що 
утворюється, залежно від функціонального 
стану клітин. Результати нашого дослідження 
розширюють уявлення про механізми дії та 
значення цього протеїну у функціонуванні 
тромбоцитів. Вірогідно, що Lys-плазміноген 
виступає не лише проміжною стадією на 
шляху до появи активної протеїнази, але й 
може виконувати альтернативні функції як 
сигнальна молекула, які не властиві ані Glu-
формі плазміногену, ані плазміну. Існуючі 
численні експериментальні докази вказують 
на наявність функціонального зв’язку між 
цитоскелетом тромбоцитів та їх секреторною 
активністю. Саме актинові мікрофіламенти 
контролюють переміщення гранул усередині 
тромбоциту, їх централізацію, злиття з плаз-
матичною мембраною та вивільнення [10, 
21]. У нашій попередній роботі [9] встанов-
лено, що Lys-плазміноген запобігає адекват-
ній реконструкції актинового цитоскелета, 
індукованої тромбіном, перешкоджаючи 
Рис. 3. Вплив Lys-плазміногену на експонування Р-селектину відмитими тромбоцитами людини за наявності апротиніну
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асоціації мембранного кортекса з філамент-
ним апаратом цитозолю. Можна припустити, 
що зазначені ефекти Lys-плазміногену є 
наслідком аберантної збірки актинового ци-
тоскелета, як це показано раніше у дослідах 
з використанням агентів-інгібіторів поліме-
ризації актину, зокрема цитохалазіну Н [22]. 
Можливо, що саме зрушення цитоскелетних 
структур, викликане Lys-плазміногеном, 
спричинює часткову секрецію α-гранул, але 
водночас унеможливлює нормальну відповідь 
тромбоцитів на дію агоніста.
Слід зауважити, що порушення секреції 
α-гранул може призводити до розвитку 
різних тромбоцитопатій, у патогенезі яких 
провідну роль відіграє недостатність функ-
ції Р-селектину. Цей глікопротеїн, що екс-
понується активованими тромбоцитами, є 
основним компонентом, який бере участь 
у взаємодії тромбоцитів з нейтрофілами та 
моноцитами і, таким чином, відповідає за 
утворення тромбоцитарно-лейкоцитарних 
агрегатів. Крім того, як рецептор Р-селектин 
відіграє значну роль у стабілізації тромбо-
цитарних агрегатів, а також залучається до 
ролінгу тромбоцитів на поверхні активова-
них ендотеліальних клітин [23, 24]. Отри-
мані результати свідчать про те, що один із 
шляхів регуляції функціональних взаємодій 
тромбоцитів може реалізовуватися через 
модуляцію експонування Р-селектину, опо-
середковану Lys-плазміногеном. Подальші 
дослідження можуть бути корисними для 
розкриття молекулярних механізмів регуля-
ції протеїнами плазміноген/плазмінової сис-
теми функціонування тромбоцитарної ланки 
гемостазу. Вирішення цих питань необхідне 
для розробки принципово нових підходів для 
корекції численних патологій, асоційованих 
з підвищеною активністю тромбоцитів та 
надмірним тромбоутворенням.
ВИСНОВКИ
1. Lys-форма плазміногену сприяє неповному 
рилізингу α-гранул відмитих тромбоцитів 
людини та частково пригнічує їх тромбінін-
дуковану секрецію.
2. Вплив Lys-плазміногену на екзоцитоз 
тромбоцитів не пов’язаний з утворенням актив-
ної протеїнази плазміну, а реалізується завдяки 
взаємодіям його некаталітичних (кринглових) 
доменів з рецепторними молекулами на поверхні 
тромбоцитів.
3. Нативна форма плазміногену (Glu-плаз-
міноген) не впливає на секреторну активність 
тромбоцитів.
4. Отримані результати дають змогу розгля-
дати порушення агоніст-індукованої секреції 
α-гранул тромбоцитів як один з механізмів анти-
агрегативної активності Lys-плазміногену.
Колектив авторів висловлює щиру подяку мо-
лодшому науковому співробітнику Інститут 
біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України М.М. 
Гузику за технічну допомогу та обговорення 
результатів.
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ВЛИЯНИЕ LYS-ПЛАЗМИНОГЕНА НА  
СЕКРЕЦИЮ ТРОМБОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА
Оценивали эффекты Lys-плазминогена на секрецию 
α-гранул тромбоцитов. Как маркер экзоцитоза исполь-
зовали Р-селектин, уровень экспонирования которого на 
плазматической мембране отмытых тромбоцитов человека 
определяли с помощью проточной цитофлуориметрии. 
Установлено, что Lys-плазминоген вызывает неполное 
высвобождение содержимого α-гранул, но в то же время 
угнетает тромбининдуцированную секрецию тромбоци-
тов. Его эффекты на секреторные процессы в тромбоцитах 
не связаны с образованием активной протеиназы плазми-
на, а, вероятно, реализуются благодаря взаимодействиям 
некаталитических (крингловых) доменов молекулы с мем-
бранными рецепторами. В отличие от Lys-формы, натив-
ный профермент (Glu-плазминоген) не вызывал изменений 
секреторной активности тромбоцитов. Таким образом, 
в представленной работе впервые продемонстрирована 
способность Lys-плазминогена модулировать секрецию 
α-гранул тромбоцитов, что может рассматриваться как 
один из возможных механизмов реализации его антиаг-
регативной активности. 
Ключевые слова: тромбоциты; секреция тромбоцитов; 
α-гранулы; Р-селектин; плазминоген; проточная цитофлуо-
риметрия. 
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A.A. Tykhomyrov, D.D. Zhernosekov, Y.M. Roka-
Moya, S.I. Diordieva, T.V. Grinenko
THE EFFECTS OF LYS-PLASMINOGEN  
ON HUMAN PLATELET SECRETION  
The effects of Lys- plasminogen on platelet α-granule secretion 
were studied. The level of P-selectin exposed on the surface of 
plasma membranes of washed human platelets was measured 
by flow cytometry as a marker of α-granule secretion. It was 
shown that Lys- plasminogen facilitates partial release of 
α-granules, but impedes thrombin-induced platelet exocytosis. 
It is suggested that Lys- plasminogen may affect platelet secre-
tion rather through interaction of its non-catalytic (kringle) 
domains with membrane receptors than due to contaminating 
plasmin activity. In contrast to Lys-form, native proenzyme 
(Glu-plasminogen) had no effects on α-granule releasing. Here, 
we provide the first experimental demonstration that Lys-form 
of plasminogen is able to modulate platelet α-granule secre-
tion, and this effect can be considered as one of the plausible 
mechanisms of its anti-aggregating activity.
Key words: platelets; platelet secretion; α-granules; P-selectin; 
plasminogen; flow cytometry.
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